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RESUMO

z

A candidiase é uma infeccdo fungica oportunista causada por microrganismos do género
Candida, a mais comum da cavidade oral. Os fungos Candida estdo presentes na microbiota
oral sauddvel, entretanto condi¢cdes podem tornd-los patogénicos. Diversos medicamentos
antifingicos vém sendo utilizados para o tratamento da candidiase, tais como, antifingicos
az0is (cetoconazol, fluconazol) e antifiingicos poliénicos (nistatina, anfotericina B), no entanto,
diversos desafios t€ém sido observados quanto a eficdcia do tratamento medicamentoso como:
a resisténcia das cepas fungicas aos antimicéticos, adesdo do paciente, efeitos adversos dos
medicamentos sintéticos. Assim, o0 uso de plantas medicinais apresenta-se como uma alternativa
vidvel e promissora para a descoberta de novos agentes fitofarmacos de grande potencial
bioldgico. Embasado em estudos da literatura que evidenciam as carateristicas fisico-quimicas
e etnofarmacoldgicas das espécies de plantas medicinais, esta pesquisa tem por objetivo avaliar
a atividade antifiingica do extrato hexanico de Psidium guineense (Myrtaceae). O estudo se da
através da realizacdo de ensaios in vitro onde foi utilizado como substincia-teste o extrato
hexanico de Psidium guineense frente as espécies fungicas de Candida glabrata e Candida
parapsilosis previamente identificadas e mantidas em meios de cultura de 4dgar Sabouraud
dextrose — ASD e caldo Sabouraud dextrose — CSD. Ademais, para realizacdo do controle
positivo foi empregado a nistatina como antifiingico padrdo. Por conseguinte, foi realizada a
técnica de microdilui¢do em caldo para determinag¢io da Concentragdo inibitéria minima (CIM)
do extrato hexanico de Psidium guineense. A leitura da CIM foi feita em 48 horas. Como
resultado desse estudo, foi possivel identificar que para ambas as cepas da espécie do género
Candida, o extrato hexanico de Psidium guineense apresentou valor de CIM superior a 1024
pg/mL. Sendo assim, observa-se que a substancia teste em questdo apresenta-se ineficaz contra
as cepas de fungos testadas por meio da metodologia utilizada, no entanto necessita de mais
estudos para verificar o potencial antifingico contra outras cepas de fungos.

Palavras-chaves: Farmacologia; Fitoterapia; Odontologia.



ABSTRACT

Candidiasis is an opportunistic fungal infection caused by microorganisms of the genus
Candida, the most common in the oral cavity. Candida fungi are present in the healthy oral
microbiota, but conditions can make them pathogenic. Various antifungal drugs have been used
to treat candidiasis, such as azole antifungals (ketoconazole, fluconazole) and polyene
antifungals (nystatin, amphotericin B). However, several challenges have been observed with
regard to the efficacy of drug treatment, such as resistance of fungal strains to antimycotics,
patient compliance and adverse effects of synthetic drugs. Thus, the use of medicinal plants is
a viable and promising alternative for the discovery of new phytopharmaceutical agents with
great biological potential. Based on studies in the literature showing the physicochemical and
ethnopharmacological characteristics of medicinal plant species, the aim of this research is to
evaluate the antifungal activity of the hexanic extract of Psidium guineense (Myrtaceae). The
study was carried out through in vitro tests in which the hexanic extract of Psidium guineense
was used as a test substance against the fungal species Candida glabrata and Candida
parapsilosis, which had been previously identified and maintained in Sabouraud dextrose agar
(SDA) and Sabouraud dextrose broth (SSB) culture media. In addition, nystatin was used as the
standard antifungal agent for the positive control. The broth microdilution technique was then
used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the hexanic extract of
Psidium guineense. The MIC was read after 48 hours. As a result of this study, it was possible
to identify that for both strains of the Candida genus, the hexanic extract of Psidium guineense
showed a MIC value of more than 1024 ug/mL-1. This means that the test substance in question
is ineffective against the strains of fungi tested using the methodology used, but further studies
are needed to verify its antifungal potential against other strains of fungi.

Keywords: Pharmacology; Phytotherapy; Dentistry.
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1 INTRODUCAO

Os fungos Candida vivem em relacdo comensal inofensiva com o hospedeiro e podem
colonizar diferentes habitats como mucosas e pele dos seres humanos, sendo o trato
gastrointestinal, desde a boca até o reto, o principal sitio de colonizacdo. Estdo presentes na
microbiota oral sauddvel, entretando condi¢des podem favorecer seu crescimento e torni-los
patogénicos, tais como: reducdo do fluxo salivar, deficiéncia vitaminica, fumo, terapias com
antibidticos de largo espectro e presenca de doengas imunossupressoras (Brandio et al., 2021).

A candidiase € uma infeccdo flingica oportunista causada por microorganismos do
género Candida, o qual apresenta cerca de 200 espécies distintas de leveduras, sendo os
principais agentes de acometimento humano as espécies C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata e C. krusei. A espécie C. albicans é a mais incidente em infeccdes
pelo género. No entanto, o nimero de relatos de infec¢des causadas por espécies de Candida
nao-albicans, como C. Glabrata é crescente (Nunes, 2017).

Para que consigam se proliferar e infectar, os microoganismos precisam
ultrapassar/superar a imunidade inata e adquirida, além de barreiras naturais do hospedeiro:
mecanica (pele), bioquimicas e fisico-quimicas (pH extremos e producdo de muco). Os fatores
de viruléncia do género Candida sdo inimeros: secrecao de enzimas hidroliticas, expressao de
adesinas e invasinas, tigmotropismo, bomba de efluxo, formacao de biofilme. Destacando-se a
morfologia celular dessas espécies como um dos principais, visto que a formacao de hifas, esta
diretamente relacionada a capacidade de invasdo tecidual, enquanto a forma leveduriforme esta
associada a adesdo a célula do hospedeiro (Rocha et al., 2021).

A transi¢do da Candida de uma relacdo comensal inofensiva com o hospedeiro para um
estado patogénico parasitdrio € dependente de uma variacdo de fatores. Podem ser eles locais
como ma higiene e uso prolongado de préteses, tabagismo, disfuncdo salivar ou sist€émicos,
como discrasias sanguineas, deficiéncias nutricionais e a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS). A candidiase oral estd fortemente relacionada a infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Relatos epidemioldgicos enfatizam a prevaléncia da
candidiase em pacientes HIV positivos e sua importancia como marcador da progressao da

doenca e preditivo para o aumento da imunodepressao (Vila et al., 2020).
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A infeccdo fungica causada pela Candida também € muito recorrente em pacientes
submetidos a tratamentos antineopldsicos, visto que as drogas quimioteripicas causam
imunodepressdo no paciente. A candidiase apresenta-se sob diferentes formas: a
pseudomembranosa, caracterizada pela formacgao de placa esbranquicada removida a raspagem;
a forma crdnica hiperplédsica, que exibe o aspecto de placa esbranquicada ndo destacavel a
raspagem; a candidiase eritematosa, caracterizada pela presenca de eritema local ou difuso; e a
queilite angular, constituida por lesdes eritematosas e/ou ulceradas nas comissuras labiais
(Pereti; Maza, 2021).

Para tratar as lesdes causadas pela candidiase é necessdrio inicialmente identificar
fatores predisponentes e corrigi-los, exemplo de pacientes usudrios de prétese, orientar sobre a
higiene e a ndo utilizd-la continuamente. Na auséncia de fatores 6bvios, ou frente a casos de
lesdes muito disseminadas, indica-se avaliacdo sistémica por meio de hemograma, glicemia em
jejum e anti-HIV, a fim de descartar quadros de anemia e imunossupressdo, associada ou ndo
ao HIV. E importante salientar que varios medicamentos sintéticos estio sendo desenvolvidos
para tratar a candidiase oral, como antissépticos a base de iodoquinol, derivados sulfamidicos,
quinonas e antifungicos poliénicos (nistatina e anfotericina B). Além desses, destacam-se ainda
os antifingicos azdis que sdo agentes do imidazol (cetoconazol e clotrimazol) e os agentes
triaz6is (fluconazol e itraconazol). Entretanto, o uso indiscriminado de antiftingicos tem gerado
uma resisténcia maior de diversos microrganismos, fazendo com que os profissionais busquem
outras alternativas efetivas, como a fitoterapia e a terapia fotodindmica (Borges et al., 2021).

A utilizacdo da fitoterapia contra infecgdes fungicas se mostrou uma alternativa
promissora ao longo dos anos, devido a sua a¢do antimicrobiana e antiinflamatéria, menor
toxicidade, reducdo no desenvolvimento de cepas resistentes, biocompatibilidade e baixo custo.
Entretanto, essa utilizacdo deve estar embasada em estudos cientificos, sua posologia € modo
de administragcdo (Ugufia; Ledn; Chacha, 2017).

Em meio as diversas plantas de uso medicinal destaca-se a familia Myrtaceae que
compreende diversos géneros e espécies de arvores e arbustos, distribuidos em todos os
dominios fitogeograficos brasileiros. Nesta familia estd presente o género Psidium e a espécie
Psidium guineense, conhecida popularmente como aragd-do-campo. Estudos da atividade
bioldgica desta planta tém demonstrado propriedades antimicrobianas de extratos de folhas e o
potencial antioxidante dos frutos. Além das propriedades do dleo essencial das folhas de P.
guineense, antioxidantes, anti-inflamatérias, antiproliferativas e antimicobacterianas
(Nascimento et al., 2017).

Assim, baseada na necessidade de um maior conhecimento cientifico sobre a fitoterapia,
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principalmente relacionada ao tratamento da candidiase oral, esse trabalho vai investigar a
possivel atividade antifingica do extrato hexanico de Psidium guineense (myrtaceae) contra

cepas do género Candida.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Avaliar a atividade antifingica do extrato hexanico de Psidium guineense

(Myrtaceae).

2.2 ESPECIFICOS
e Verificar a capacidade antifingica do extrato de Psidium guineense sobre cepas de
Candida glabrata;
e Investigar a atividade inibitdria do extrato de Psidium guineense para cepas de Candida
parapisilosis;
e Comparar o efeito antifungico do extrato de Psidium guineense frente as diferentes

cepas de fungos testadas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

A maior parte das infeccdes fingicas nos seres humanos € causada por fungos
oportunistas. A Candida é um exemplo, é fungo dipldide e polimdrfico, que estd presente nos
humanos como um organismo comensal sem que isso implique em quaisquer efeitos
prejudiciais a sua satde, entretando quando esse equilibrio € rompido torna-se responsédvel pelo
desenvolvimento de diversas patologias. Podem colonizar e causar distirbios na cavidade oral,
tratos gastrointestinal, respiratério e urindrio, circulagdo sanguinea (De Rossi et al., 2011).

A candidiase caracteriza-se como a infec¢@o flingica mais comum, Sua etiopatogenia é
relacionada as leveduras do género Candida, constituinte da microflora bucal residente, torna-
se patogénica na presenca de fatores predisponentes, como por exemplo: hipossalivacio, uso
de proteses dentérias, diabetes mellitus, uso prolongado de antibidticos e corticdides.
Considera-se a Candida albicans a espécie de maior patogenicidade devido sua predominancia
em isolados fungicos. Ainda, outras espécies inseridas no género Candida (C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata e C. krusei) também podem estar envolvidas na etiologia da
candidiase. Os pacientes imunocomprometidos possuem uma maior probabilidade de serem
acometidos por infec¢Oes fungicas, como os individuos portadores de leucemia, linfoma e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Lima et al., 2006).

Inclusive, a candidiase oral € um importante indicador progndstico da progressao da
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) para o quadro de AIDS. Além disso,
como em um circulo vicioso, a candidiase oral aumenta a prevaléncia de imunossupressao no
paciente, e tem sido relacionada com a disfuncdo imune e redu¢@o na quantidade de linfdcitos
CD4+ (Miziara; Lima; De La Cortina, 2004).

A candidiase apresenta-se sob diferentes formas: a pseudomembranosa, a forma cronica
hiperplésica, a candidiase eritematosa e a queilite angular. Pode acometer pacientes de todas as
idades, em especial individuos nos extremos da idade (criangas ou idosos) por apresentar o
sistema imunolégico comprometido ou pouco desenvolvido como os neonatos. As principais
regides de acometimento na cavidade oral sdo de mucosa jugal, mucosa labial, palato e dorso
da lingua (Gama et al., 2018).

Historicamente, a espécie de Candida glabrata tem sido considerada relativamente ndo
patogénica e pertencente da flora normal de individuos saudaveis, raramente causando infec¢cao
grave em humanos. No entanto, apdés o uso generalizado e crescente de terapia
imunossupressora juntamente com terapia antifungica de amplo espectro, a frequéncia de

infeccdes mucosas e sistémicas causadas por C. glabrata aumentou significativamente, sendo
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a segunda ou terceira causa mais comum de candidiase depois da C. albicans. As infec¢des por
C. glabrata sao dificeis de tratar e muitas vezes sdo resistentes a muitos agentes antiftingicos
azo6licos, especialmente fluconazol (Fidel Jr.; Vazquez; Sobel, 1999).

A via usual da Candida glabrata para atingir a corrente sanguinea € através da quebra
de barreiras naturais, como o uso de cateteres, trauma ou cirurgia. Entretanto, a suscetibilidade
a doenca aumenta devido a certas condi¢cdes, como AIDS e tuberculose, uso de
imunossupressores € medicamentos contra o cancer, antibioticoterapia e hospitalizacao
prolongadas. Muitos fatores facilitam a patogenicidade das espécies de Candida, como a
secrecdo de enzimas, adesdo celular, evasdao de defesa do hospedeiro e formagao de biofilme.
Entretanto, diferentemente da Candida albicans, que precisa estar na forma de hifas para
invasdo dos tecidos do hospedeiro, ndo se observa esse mesmo mecanismo na espécie C.
glabrata, uma vez que esta espécie € incapaz de formacao de hifas. A abordagem de tratamento
para infec¢Oes por C. glabrata é desafiadora devido ao conhecimento limitado de sua
patogenicidade, a reduzida suscetibilidade aos antifiingicos e as escolhas limitadas de agentes
antifungicos eficazes (Hassan; Shu Yih; Lung Than, 2021).

Em concordancia, a espécie Candida parapsilosis também foi considerada nio
patogénica a primeira instancia, no entanto, o aumento do uso de dispositivos médicos, nutri¢ao
parenteral e infec¢des nosocomiais tornou a C. parapsilosis uma das espécies fungicas mais
criticas que causam infeccdes da corrente sanguinea que sdo de particular relevancia em recém-
nascidos criticamente doentes e pacientes imunocomprometidos. Devido a formacdo de
biofilmes, o uso de cateteres e outros dispositivos médicos aumentam o risco de infec¢ao, pois
as células embebidas em biofilmes apresentam menor suscetibilidade aos medicamentos. Essa
capacidade de formacdo de biofilmes estd relacionada a capacidade de formar pseudo-hifas,
bem como a alteracdo concomitante nos niveis de expressdao de adesinas localizadas na parede
celular. E importante ressaltar que a suscetibilidade a agentes antifiingicos 4 base de azéis
comumente usados em biofilmes fingicos em dispositivos médicos pode ser fortemente
reduzida (Goémez-Molero et al., 2021).

Progressivamente a propor¢do de infec¢des por Candida albicans estd diminuindo,
enquanto infec¢des por outros patdgenos oportunistas, como Candida parapsilosis, Candida
glabrata e Candida tropicalis, estio mostrando uma tendéncia crescente em prevaléncia e
muitas vezes mostram resisténcia a varios medicamentos antifiingicos. As drogas antifingicas
sdo atualmente o método mais eficaz e utilizado para o tratamento de infecgdes por Candida,
apesar de ja ser observada grande resisténcia entre algumas espécies e a ocorréncia de reagoes

adversas devido o potencial téxico de algumas drogas. Sao utilizadas drogas como: anfotericina
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B especialmente para infec¢Oes flngicas graves, no entanto, tem varios efeitos colaterais
6bvios, especialmente nefrotoxicidade e nistatina. Também sdo utilizados os azdlicos de
primeira geracdo, como fluconazol, itraconazol e voriconazol; as equinocandinas, como a
micafungina, entre outros que estio sob estudo (Qin et al. 2021).

Em relacdo a resisténcia dos fungos as terapias, a explicacdo pode ser o fato de existirem
poucos medicamentos antiftingicos disponiveis para tratamento das infec¢des, o que aumenta a
chance de desenvolvimento de resisténcia a terapia padrao. Outro fator € o fato do tratamento
topico resultar em melhora passageira e interrup¢cdo do tratamento pelo paciente. Devido a
ocorréncia de resisténcia aos antifingicos convencionais, influenciada pelo uso indiscriminado,
além dos seus efeitos colaterais e interagcdes medicamentosas, hd a necessidade que novas
modalidades terapéuticas sejam utilizadas, sendo produtos de origem vegetal muito estudados
devido a baixa toxicidade relacionada ao uso da medicina tradicional (Teodoro et al. 2020).

Os extratos vegetais sdo ferramentas comuns em inddstrias farmacéuticas e de
perfumarias, constituindo manipulacdes concentradas que podem estar na forma liquida,
viscosa ou em po e que sdo obtidos a partir das partes secas da planta através de maceracao,
percolagdo, entre outros métodos. As moléculas isoladas de produtos naturais podem contribuir
para o desenvolvimento de novos fitofarmacos e para a produciao de novas formulagdes, com
menos efeitos colaterais, amplo espectro de acdo e menor custo. A atividade antimicrobiana de
extratos vegetais é avaliada através da determinacdo de uma pequena quantidade da substancia
necessdria para inibir o crescimento do microrganismo-teste; esse valor é conhecido como
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (Freire et al., 2016).

As terapias complementares sdo praticas terapéuticas que possibilitam a
complementacio da prética alopdtica tradicional. No Brasil essa pratica vem sendo sedimentada
e estruturada ao longo do tempo, justificada por préticas culturais, tradicionalidade de uso e a
vasta biodiversidade encontrada no territdrio. Cerca de 82% da populagdo brasileira faz uso de
preparacdes e produtos a base de plantas medicinais. Esse dado corrobora com a estimativa da
Organizag¢ao Mundial da Saide (OMS) que aponta que de 70% a 90% da populacao mundial,
principalmente em paises em desenvolvimento, faz uso de préticas tradicionais, como a
fitoterapia (Soares et al., 2020).

O ecossistema brasileiro € considerado uma drea prioritdria para conservacdo da
biodiversidade global, por apresentar uma impressionante fauna e flora, especialmente altas
concentracdes de plantas endémicas. Entre a diversidade de espécies vegetais endémicas,
destacamos aquelas pertencentes a familia Myrtaceae. A importancia ecoldgica dessa familia

nos diferentes biomas do Brasil foi confirmada em varios aspectos (Oliveira et al., 2017).
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A familia Myrtaceae compreende 132 géneros e 5671 espécies de arvores e arbustos. E
uma das principais familias da flora brasileira, sendo encontradas aproximadamente 1000
espécies em diferentes biomas do territério brasileiro. Tem importancia econdmica no uso de
espécies na industria de especiarias, na indudstria madeireira e para producao de papel industria
farmacéutica e cosmética (Kauffmann; Ethur, 2016).

Dentre as espécies que compdem a familia Myrtaceae, destaca-se o araca (P. guineense),
uma espécie frutifera rica em minerais e elementos funcionais, como acido ascorbico e
compostos fendlicos. As raizes de P.guineense sdo tidas como diuréticas e antidiarréicas e suas
cascas podem ser utilizadas para aplicacdo em curtumes, devido ao elevado teor de taninos.
Tem despertado interesse dos diferentes nichos, tanto pela populacdo em geral pelo sabor do
seu fruto, quanto pela industria farmacéutica, por apresentar ampla riqueza genética e por
apresentar propriedades antioxidantes, diurética, antidiarreica e antimicrobiana (Rodrigues et
al.,2014).

Dados da literatura cientifica reforcam o potencial biolégico do araca (P. guineense),
uma vez que importantes atividades farmacoldgicas foram atribuidas aos frutos e folhas dessa
espécie como: antioxidante, antimicrobiano e antiproliferativo. Porém, existe na literatura uma
escassez de informacdes referentes a atividade antiftingica do extrato hexanico de Psidium

guineense frente as cepas do género Candida em infec¢des da cavidade oral.
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4 METODOLOGIA E VIABILIDADE

4.1 ENSAIO IN VITRO
4.1.1 SUBSTANCIA TESTE

Para o ensaio foi utilizado o extrato hexanico das folhas de Psidium guineense, que foram
cedidos pela equipe da Prof®. Dra. Yanna Carolina Ferreira Teles, da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

O extrato foi conservado em frasco de vidro &mbar e mantido sob refrigeragdo. As
emulsdes do extrato nas diferentes concentracdes foram preparadas no momento de execugdao
do ensaio. Em um tubo de ensaio esterilizado, foi adicionado 60.000 pg do extrato, 0,15 mL de
dimetilsulféxido (DMSO), 0,06 mL de Tween 80 (INLAB/Industria Brasileira) e quantidade
suficiente para 3 mL de dgua destilada estéril. A mistura foi agitada por 5 minutos em aparelho
Vortex (Fanem), obtendo uma emulsdo com concentragdo de 20.000 pg/mL do extrato, 5% de
DMSO e 2% de Tween 80. E através de diluicdes em dgua destilada ou no préprio meio de
cultura foi obtida a concentracdo desejada do extrato. A pesquisa seguiu as normas do CGEN-

Conselho de Gestao do Patrimonio Genético, cadastrado na plataforma SISGEN.

4.1.2 ESPECIES FUNGICAS

Foram utilizadas cepas de Candida glabrata (LM06, LM 17, LM 116, LM302) e cepas
de Candida parapisilosis (ATCC 22019, LM 04, LM 09, LM 14 e LM 02), disponiveis no
Laboratério de Microbiologia da Unidade Académica de Ciéncias Bioldgicas
(UACB)/CSTR/UFCG.

Todas as cepas foram mantidas em 4dgar Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura
de 4°C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em ASD incubados a 35 °C. No
estudo da atividade antimicrobiana foi utilizado um indculo fiingico de aproximadamente 1 -5
x 10° UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland
(Cleeland; Squires, 1991; Hadacek, Greger, 2000).

4.1.3 MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados os meios dgar Sabouraud dextrose - ASD (Difco Lab., USA) para
manutencdo dos micro-organismos; e caldo Sabouraud dextrose - CSD (Difco Lab., USA) para
0s ensaios in vitro; preparados conforme as instru¢des do fabricante.
4.1.4 FARMACO ANTIFUNGICO

Foi utilizado como antifingico padrao (controle positivo), a nistatina em p6 (Pharma
Nostra, Rio de Janeiro). As solugdes foram preparadas no momento de execugdo dos testes,

para alcance das concentragdes desejadas.
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4.1.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A concentracdo inibitéria minima do extrato de Psidium guineense foi determinada
pela técnica de microdilui¢do em caldo (Cleeland; Squires, 1991; Hadacek, Greger, 2000).
Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa. Em cada orificioda placa, foi
adicionado 100 pL do meio liquido caldo Sabouraud dextrose duplamente concentrado. Em
seguida, 100 pL. da emulsdo do extrato na concentracdo inicial de 2048 pg/mL (também
duplamente concentrado), foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa.E por
meio de uma dilui¢do seriada em razdo de dois, foram obtidas as concentracdes de 1024,512,
256, 128, 64, 32, 16, 8 ¢ 4 ng/mL, de modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior
concentracdo e na ultima, a menor concentragdo. Por fim, foi adicionado 10 pL. do inéculo de
aproximadamente 1-5 x 10® UFC/mL das espécies flingicas nas cavidades, onde cada coluna da
placa refere-se a uma cepa flingica, especificamente.

Paralelamente, foi realizado o mesmo ensaio com o antiflingico nistatina nas
concentragdes de 1024 pg/mL a 4 pg/mL. Um controle de micro-organismo foi realizado
colocando-se nas cavidades 100 pL. do mesmo CSD duplamente concentrado, 100 pL de agua
destilada estéril e 10 puL. do in6culo de cada espécie. Para verificar a auséncia de interferéncia
nos resultados pelos solventes utilizados na preparacdio da emulsdo, no caso o DMSO
(dimetilsulféxido) e o Tween 80, foi feito um controle no qual foram colocados nas cavidades
100 pL do caldo duplamente concentrado, 50 uL. de DMSO (5%), 50 uL de Tween 80 (2%) e
10uL da suspensdo fungica. Um controle de esterilidade do meio também foi realizado, onde
foi colocado 200 uL. do CSD em um orificio sem a suspensao dos fungos.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 hs para ser
realizada a leitura. A CIM para cada extrato e antifiingico foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento fungico verificado nos orificios quando

comparado com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana dos O6leos essenciais € avaliada através da menor
concentracdo da substincia teste necessdria para inibir o crescimento do microrganismo
exposto, esse valor é a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Nesse estudo, foram realizados
testes de microdiluicdo em caldo e observou-se que a CIM do extrato hexanico de Psidium
guineense (aragd) contra as diferentes cepas de Candida Glabrata e Candida Parapsilosis foi

superior a 1024 ng/mL para todas as cepas testadas. Conforme apresentado nas tabelas le 2;

Tabela 1 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do extrato hexanico de Psidium

guineense contra diferentes cepas de Candida glabrata.

CIM Cepas de C. glabrata
LM 06 LM 17 LM 116 LM 302

1024 pg/mL - - - -
512 pg/mL - - - -
256 pg/mL - - - -
128 pg/mL - - - -
64 pg/mL - - . -
32 pg/mL - - - ;
Controle negativo - - - -

Controle positivo + + + +

N3ao teve inibicao (-)
Teve inibi¢do (+)

Fonte: Autor.
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Tabela 2 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pug/mL do extrato hexanico de Psidium
guineense contra diferentes cepas de Candida parapsilosis.

CIM Cepas de C.  parapsilosis
ATCC 22019 LM 04 LM09 LM 14 LM 02

1024 pg/mL - - - - -
512 pg/mL - - - - -
256 pg/mL - - - - -
128 pg/mL - - - - -
64 pg/mL - - - - -
32 pg/mL - - - - -
Controle negativo - - - - -

Controle positivo + + + + +

Nio teve inibicao (-)
Teve inibi¢do (+)

Fonte: Autor.

De acordo com Sartoratto et al. (2004) para uma atividade antimicrobiana de produtos
de origem natural ser considerada como forte, estes devem possuir a CIM de até 500 ug/mL,
moderada para CIM de 600 a 1500 ug/mL e fraca para CIM acima de 1500 pg/mL. Com isso,
diante dos resultados obtidos pela técnica de microdiluicdo em caldo ndo foi possivel
classificar o efeito antifiingico do extrato em estudo, visto que os valores da CIM foram
maiores que 1024 pg/mL para todas as cepas analisadas.

Além disso, também € possivel observar nas tabelas que houve crescimento das cepas
nos pog¢os de controle negativo confirmando a viabilidade das cepas flingicas utilizadas para
os testes. Ja nos pogos da placa referentes ao controle positivo foi possivel verificar a inibi¢do
do crescimento fingico, demonstrando que as cepas testadas sdo sensiveis ao antifingico
controle utilizado, neste caso a nistatina.

Divergente do estudo em questdo, Nascimento et al. (2017) demonstraram o potencial
efetivo do Oleo essencial das folhas de P. guineense como sendo antioxidante,
antiproliferativo, anti-inflamatdrio e antimicrobiano contra bacérias. Estes autores sugeriram

que a predominancia do espatulenol, correspondendo a mais de 80% da sua composi¢do, €
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parcialmente responsavel pelos efeitos terapéuticos associados associados a espécie.

Apesar dos resultados desse trabalho terem se mostrados ineficazes contra as cepas do
género Candida, estudos como os de Fernandes et al. (2021) associaram a presenca
principalmente de flavonoides e taninos no extrato aquoso de frutos e folhas de P.
guineense como eficazes contra cepas de Streptococcus mutans. Além desse Macedo et al.
(2021) analisaram a atividade antimicrobiana dessa espécie contra Sthaphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae, que possuem histérico de resisténcia a antibiéticos, e demonstraram
que os extratos aquoso e de acetato de etila apresentaram um forte efeito antimicrobiano contra

cepas de S. aureus (CIM = 250 —-500 ug/mL) e K. pneumoniae (CIM = 64 ng/mL).
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6. CONCLUSAO

Com essa pesquisa, chegou-se a conclusdo que o extrato hexanico de Psidium guineense
ndo apresentou atividade antifingica frente as cepas de Candida glabrata e Candida
parapsilosis, por meio da técnica utilizada, apresentando uma Concentracio Inibitéria Minima
(CIM) superior a 1024 pg/mL, sendo necessdrio maiores estudos para descartar o potencial

antifiingico do extrato hexanico de Psidium guineense contra outras cepas do género Candida.
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